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(57) Abstract 

I • .The inyentionconcerns a process for the photochemically induced immobilization of biomolecules tootein molecules, nuc- 
leic acids, li^ds, carbohydrate). ITie process makes It possible to immobilize biomolecules by covalent bonding in molecular lay 
ers on inerf substrates. The bonding reaction is activated by light irradiation in the absorption region of photo-activatable rea- 
gents or by supplying the appropriate amount of electrical energy and therefore is not aggiessive. Substrates (e.g. glass, organic or 
morganic plastics, silicon films, mica) are pre-treated by prior art methods in such a way that they can be derived with hrtero-bi- 
functional photo-activatable wetting-agent molecules. Multiple-derived polymers can also be used as linker molecules to simul- 
taneously bond hgand and substrate. Diazirincs or aryl azides, for instance, can be used as the photo-activatable function Tlie 
Chemical properties of the non-photo-active heterofunctions depend on the functional groups with which the substrate or linker 
molecules were previously derived (e.g. amino, carboxyl. thio groups). Ck)ating the substrate with a hetero-bifunctional wetting- 
agent molecule give; a substrate with a photo-active surface coating. Owing to the high reactivity of the photo-generated interme- 
aiaie products (carbenes, mtrencs), biomolecules of different chemical composition are covalently bound by light activation of the 
substrate, without the need for limiting reaction conditions. Lengtii of irradiation time and intensity and wavel«igth of the light 
used (i.e. the encr©f used), as weU as tiie frequency of occurrence of tiie photo-aaivatable groups on the substrate (packing deiSi- 
ty) determine the bondiAg efTicienQr and the size of the area occupied. 
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(57) Znsa mm enfassnng Die Erfindung betrifft dn Veifahrcn zur photochemisch induderten Immobilisiening von Biomolc- I 
kiilen (Eiweissroolekfilen. Nukleinsauren, Lipden, Kohlehydraten). Das Verfahren ermdglicht die kovalente Immobilisiening 
yon Biomoldculen in molekularen Scbichten an "ineite" TrSgermaterialien. Die Kopplungsreakdon wiid durch lichteinstrahlung 
im Absoipdonsbereich der photoaktivierbaren Reagentien oder durch Applikation der entsprechendeo elektrischen Energie ans- * 
geldst und ist deshalb sehr sdionend. Tr&gennaterialien (z.B. Glas, organische oder anoiganischc Kunststoffe, Siliziumschichten, 
Glimmer) werden nach bekannten Verfahren derart vorbehandelt, dass sie mit hcterobifunktionellen, photoaktivierbaren Vwnet- 
zennolekQIen deriviert werden konnen. Ebenso k5nnen mehrfach-deriviertc Polymere als Linkennolekule zur gieichzeitigen 
Kupplung von Ligand und TrSgemiaterial eingesetzt werden. Als photoaktivierbare Funktion werden beispielsweise Diazirine 
Oder Aiylazide verwendet Die chemischen Eigenschaften der nicht photoaktiven Heterofunktionen richtcn sidi nach den funk- 
tioneUen Gruppen, mit denen dasTragermaterial oder das Linkennolekul voigangig deriviert wird (z.B. Amino-, Carboxyl-, 
Thiolfunktion). Durch Belegung des Tragers mit einem hcterobifunktionellen Vemetzermolekul resultiert ein Trftgermatcrial mit 
photoaktiver Oberfiachenbeschichtung. Aufgrund der hohen Reaktivitflt der photogenerierten Intennaedifirprodukte (Carbcne, 
Nitrene) werden BiomolekOle mit unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung ohne Vorgabe einscfarankender Reaktionsbe- 
dingungen durdi Lichtaktivierung des TrSgers kovalent gebunden. Dauer und Abmessung des eingestrahlten lichtes (Eneigie), 
aber auch die Haufigkeit der photoaktivierbaren Gruppen auf dem Tragermaterial (Beiegungsdichte), bestimmen die Kuppiuogs- 
efiizienz und die Gr5sse des zu belegenden Bereiches. 
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BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 



Verfahren zur llditinduzierten Immobilisiening von Biomolekfllen an cbemisch "inerten** 

Oberflftchen 

Die Erfindung betrif f t ein Verfahren zur Uchtinduzierten tanmobOisieruog von BiomolekQlen 
in monomolekularen Schichten unter Verwendung von photoaktivierbaren Aiyiaziden oder 

Diazirinen als molekulare Klebstoffe. 

AusgelOst durch die sdinelle Entwicklung und Miniaturlsiening von bioanalytiscfaen Methoden 
einerseits, und den Fortschritten der Biosensortechnik andererseits bestebt ein reges Inte- 
resse, die Wechselwirkung zwischen Biomolekfiien und Oberflflcben organisch-aynthetischer 
Oder anorganischer Natur besser zu verstehen. Glelchwertig in der Bedeutung ist die 
Entwickluqg von Methoden zur wirksamen, chemiach atabilen Kopplung von BiomolekQlen an 
Trdgennaterialien, wobei erstere weder chemiach vorbehandelt noch extremen 
(Kopplungs)Reaktionsbedingungen ausgesetzt werden mOssen. Analsrtisch/diagnostische Verfah* 
ren und die Herstellung von oberfldcben-aktiven Biosensoren erfordem eine geeignete Ver- 
ankerung der Wirkstoffe in monomolekularen Schichten* Well die Oberflftchen vieler, zu die- 
aem Zweck bisher elngesetzten Trftgerroaterialien keine oder wenig geeignete chemiach 
reaktive Funktionen besltzen, wurden BiomoleUUe biaher meist oberflftchendeckend mittels 
gruppenspezifischen Modlfikationsreaktionen an vorbehandelte Trftgermaterialien gebunden. 
Chemiscbe hnmobilisierungen dieser Art aind grundafltzlidi mOgUdk Das Verfahren setzt Je- 
docb das Voriiandensein von funktionellen Gruppen voraus, die sich gezielt aktivieren lessen. 
Zudexn kann die monomolekulare Belegung von Oberfl&chen mit bisher verwendeten Verfah- 
ren lediglich oberfldchendeckend durchgefOhrt werden (bulk-Verfahren). 

Es ist das 2Uel der Erfindung makromolekulare Stoffe, insbesondere BiomolekOle, regiospezi- 
fiach und ccipologisch orientiert an chemisch "inerte" Oberflftchen zu binden. Es sollen 
Methoden aufgezeigt werden, die erlauben, monomolekulare Schichten von biologisch aktiven 
Wirkstoffen (ElweissmolekQle, Nukleinsfturen, Kohlehydrate, Lipide, niedennolekulare Wh-k* 
stoffe) fiber geeignete Vemetzer an festen Phasen (Trflgermaterial) von unterschiedlicher 
chemischer Natur zu immobilisieren. Zur kovalenten Immobilisiening sollen photoaktivierbare 
VeraeczermolekOle eingesetzt werden. Photoaktivierbare Reagentien sind den thermo-cbemi- 
scfaen Vemetzungsreaktionen fiberlegen, well die Reaktion photo-optisch oder durch gezielte 
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Applikation elektrischer Energie bezfiglich Ort und Abmessung selektioniert und die 
Kopplungsreaktion zeitlich kontrolllert au$gel6st werden kann. 

In der vorliegenden Arbeit werden zwei Verfafaren bescfarieben, deren Anwendung die pboto- 
chfTnf ft^**f^ IxmnobiUsiemng von BiomolekQlen an "inerten** TMgem zur Folge hat. Die kova- 
lente Bindung dee BiomolekQle ao den Trfiger erfolgt Ober photogeoerierte Carbene oder 
Nitrene. Cax1>ene, ebenao wie Nitrene sind cfaemisch Ansserst reaktive Zwiscfaenprodukte. Sie 
Bind geeignet, BiomolekQle durch Insertionsreaktionai in C-H, C-C» OC» N-H» O-H, S-H 
Bindungen kovalent zu binden. Das resultierende breitgefdcherte Reakdonsspekcruxn der 
pbotogenerierten Carbene und Nitrene tibertrifft desbalb die tbenno-cbemiscben Modifi- 
kationsreaktionen bezQglich den erf orderten Reaktionsbedingungen. Durch Elnsatz von 
Laserllchtquellen oder durch Applikation der, zur Aktivierung der reakdven Funktionen er- 
fnrderlichen Energie, konnen kleinste Oberflftdien selektiv aktiviert und mit BiomolekOlen 
monomolekular belegt werden. 

Die photochemisch induzlerte Immobilisiening von Biomolekillen kann, unter Verwendung 
eines mefarf ach derivierten LinkennolekQls in einem einzigen Reaktionsscfaritt erf olgen. 
Anderseits kann ein zweistuf iges Verfahren durcbgeffihrt werden. Letzteres setzt die kova- 
leote ^it^Tn igffhft Kopplung eines (niedennolekularen) VemetzennolekQls an den Trfiger 
voraus. 

Das eistgenannte, einstufige fCppphangsverfafaren besteht aus den folgenden TeHschritten. 

L Ein Linkermolekul (z.B. ein syntbetiscfaes oder naturlicfaes Polymer) wird mit heterobl- 
funktionellen, photoaktivierbares VernetzennolekQIen (z.B. 3-(Trifhioromethyl)-3-(m- 
isothioGyanopheoyDdiazirin oder MTrifliioroinetfayl)-3-4ni-amlnophenyl) dlazirin) mehr- 
f ach deriviert (» niotolinkerpolymer). 

2. Das Pfaotolinkerpolymer wird auf die "inerte" Oberfi&cbe aufgetrocknet. 

3. Zu immobilisierende BiomolekQle werden gelQst auf die pbotolinker-belegten Oberflfiche 
aufgetragea Das LOsungsmittel wird partiell oder gfinzlich entfemt. 
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4. Durch Einstrahlen von Licfat mit geeigneter WeUenlfinge (Diazirine: 350 nm) werden 
die photoaktivierbaren funktionellen Gruppen aktiviert und die Kopplungsreaktion aus* 
geldst. 

5. Nach erfolgter Photokopplung werdeo nlchc-gebundene BiomolekQle durch mehrmallges 
Wascben der Oberflflche (z.B. durcb Filtration) entfmt. Mit diesem Schritt lc6iinen 
gleichtei t ig Begleitsiibstaiizen (PufferkonqKmeDten, Salze, Detergentieo) ausgetauscht 
Oder aus dem System entfemt werden 

Fur das zwelstufige Immobilisierungsverfahren sind die folgenden Teilschritte notwendig: 

1. Das Trftgermaterial (z.B. Glas, polymere Werkstoffe, Siliziumoxidt Glinuner) wird nach 
bekannten Verfafaren mit funktionellen Gruppen belegt (z.B. Einffibrung von primflren 
Oder sekundftren Aminen, Carboxylgruppen, Thiolfunktionen). 

2. Derart modiflziertes Trdgermaterial wird mit heterobifunktionellen photoaktivierbaren 
VemetzennolekOlen (z*B. p-Azidophenyl-isothiocyanat, 3-(trifluoromethyl)-3-(m* 
isotiilocyanophenyDdiazirine, p-Azidoanilin, 3-(trifluoromethyl)-3-(m-amino- 
phenyDdiazirine oder N-(4-Azidophenylthio)-pbthalimid) deriviert und zum photoaktivier- 
baren Trflger umgesetzt. 

3. Zur Immobilisiening werden die BiomolekQle diirch Eintauchen in Ir<>fnmgen, durch Auf- 
tropfen (Adsorption) oder mittels elektrophoretischen Methoden (Elektroblotting) mit 
dem photoaktivierbaren Trdgermaterial in Kontakt gefaracht. 

4. Durch Einstrahlen von Licht definierter Wellenlftnge oder Applikation der entsprechen- 
den Energie (Arylazide 260 nm; Diazirine 350 nm) werden die Trfiger unter Inertgas 
aktiviert. Damit wird die Kupplungsreaktlon ausgelOst. 

5. Nach erfolgter Kupplung werden nicbt-gebundene BiomolekQle durch mehrmaliges 
Waschen des Trdgers oder durch Filtration entfemt. Bel diesem Schritt k6nnen gleich- 
zeitig Begleitsubstanzen (Pufferkomponenten, Salze, Detergentien) ausgetauscht oder 
entfemt werden. 
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6. Damit sind die xnit BiomolekQlen bdegten Trftger zur Anwendung bereit. Falls das 
Trfigermaterial durch regioselektive Aktlvlerung der Oberflache regiospezifisch mlt 
mehreren Biomolekulen (z.B. Rezq>toren, Enzymen, Immunoreagenzien) belegt werden 
soli, kdnnen die Schritte 3 bis 6 mebrfach wiederfaolt werden. Anwendtmgsmdglicfakei- 
ten sind in den PatentansprQchen 2 bis 6 umscbrieben. 

B^iel einer Anwendung des Einschritt-Kopplungsverf abrens 

In Analogic zu bestehenden immunologiscbeQ Verfabren kdnnen Ptoteine (Streptavidin, 
Inununoglobuline) und erstmals auch Nnkleinsfturen in einem erstaunlich einfachen Prozess 
kovalent auf Mikrotiterplatten immobilisiert werden. Das Vorgeben (PhotoLink) verlangt 
keine spezielle Vorbebandlung des zu bindenden BiomolekQls und bandelsflbliche Trdger* 
materialien (z.B. Nunc Immunoplate Maxisorp) kdnnen obne Vorbebandlung verwendet wer- 
den. Mikrotiterplatten werden xnit einem Polymer (Polypeptid) belegt, welches vorg&ngig 
mebrfach mit photoaktivierbaren funktionellen Gruppen bestOckt wurde (Photolinkerpeptid). 
Die immobilisation erfolgt nach Belichtung durch Carbeninsertion. Die am TrftgennolekOl 
angebrachten photoaktiven funktionellen Gnqipen (z.&. Diazirine) reagieren gleichzeitig mit 
dem zu bindenden Molektil iz3. Protein, DNS, Immunoglobulin) und mit der zu belegenden 
Oberfl&che (zJB. Polystyrol). 



HersteUung des Photolinkerp^tides 

Rinderserumalbumin (80 mg) wkd in 14 ml TEA/HAc-Puffer, pH 10.5 (100 ml H2O, 100 ml 
Aceton, 1 ml Triethylamin, 1 ml Essigs&ure (2 M)) suspendiert und im Ultrasdiallbad 
bescballt bis die L6sung klar ist. Zu 24 /d 3-(Trlfluoromethyl)-3-(m-aminophenyl)diazirin 
(TRIMID, hergestellt nach Dolder et al. (1990) J. Prot. Chem. 9, 407-415) in Tetrachlor- 
kohlenscoff werden 6 ml Aceton gegeben. ProteiniOsung und Reagens werden in einem 100 
ml Rundkolben gemischt und wShrend dner Stunde bei TO^C rOckflussiert. Die ReaktionslO- 
sung wird anschliessend dreimal mit je 30 ml Heptan/Essigs&ureethylester (6:3 v/v) extra- 
hiert und die organische Phase verworfen. Die Wasserphase wird fiber Nacht lyophllisiert. 
Das trockene Produkt wird in 6 ml 0.4% (w/v) Natrium Dodccylsulfat in PBS (150 mM 
NaCl, 5 mM Natrium Phosphat pH 7,4) suspendiert und beschallt bis die Ldsung klar ist. 
Zur weiteren Reinigung wird das Produkt an Sephadex G-15 medium in PBS 
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chromatographiert und die vereinigten proteinhaltigen Fraktionen 48 Scunden gegen 
bidest dialysiert (Spectrapor cut off 6000-8000). Nacb Lyophillsation wird das Produkt bei 
-20^0 aufbewahrt. 



Belegen der "inercen** Oberflftche 

Die ReaktiODSgeffisse der Titerplatten (Nunc-Inununo Module, Polysorp F8) werden mit je 
40 /d Pimtolinkerpeptid in H2O (entsprecbend 1 nMoI TRIMID-deriviertem Rindenerumaibu- 
min) verseut. Der Boden des Reaktionsgefflsses aoU gleicbmftssig benetzt sein. Die Reak- 
tionsgeffisse werden anscbliessend am Wasserstraiiivakuum wfibrend einer Stunde bei 
Rauzntemperatur getrocknet. Derart belegce Titerplatten kOnnen licbtdicht verpackt bei 
-20<>C mindestens 3 Monate aufbewahrt werden. 

Applikation der BiomolekQle und lichtinduzierte Inunobilisierung 

Die zur Immobilisiening eingesetzten BiomoldcQle (Ugandeo) werden in einem beliebigen 
Puf fers3^tem geldst (z.B. 1 mg Streptavidin in 2 ml PBS) und bis zur gewOnscbten Endkon* 
zencration (z.B. 10 bis 1000 pMoI Streptavidin pro 30 ^) verdonnt. Die mit Photlinkerpeptid 
belegten Reaktionsgef dsse werden mit 30 td Ligandldsung versetzt und zwei Stunden bei 
Raumteroperatur am Wasserstrahlvakuuro getrocknet. Zur Pliotoaktivierung werden die Reak- 
tionsgefdsse 5-30 Minuten der Strablung von UV Uchtquellen (z.B. parallel angeordnete 
UV (366 nm) RAhren, Silvanla F8T5/BLB USA, 8 Watt oder Quecksilberdampflampe HBO 
350, Osram mit der auf Seite 11 besdiriebeittn Fllterknmbination) ausgesetzt, und anscblies- 
send Je 5 mal mit ffiS, 5 mal mit HjO und zweimal mit Alkobol gewascben. 

Quantitativer Nachweis der bmnobiUsierung 

Die Immobilisierung von Streptavidin wird durch Zugabe von radioaktiv markiertem (^^]- 
Biotin quantifiziert. Nacb beschriebenem Verf ahren immobUisierte Immunoglobuline kOnnen 
mit einem zweiten Antikdrper kompieziert werden, welcher allcaliscfae Phospbatase kovalent 
gebunden trdgt und somit das Substrat inNitropbenylphospbat umsetzen kann. Freigesetztes 
p-Nitrophenol wird durcb Absorptionsmessung (405 nm) in kommerziell erbftltlicben EUSA- 
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Reader Gerfiten quantitativ bestinunt. In analogem Vorgehen kann Digoxigenin markierte 
DNS gekoppelt und fiber anti-Digoxigenin Antikdrper und alkaHsche Phosphatase nachgewie- 
sen werdeiL 

Die kovalente Ixnmobilisierung von BiomoiekQlen verschiedener Klassen illustriert das breite 
Anwendungsspektrum und grosse Anwendungspotential des weitgeheod standardisierten Ver^ 
fahrens. Die Ausbeuten an gebundenen MolekQlen sind gut. Das Verfahreo Ifisst sich unein- 
gescbrankt in bestehende Analyseprozesse {zA ELSSA) integrieren. Die Nachweisempf ind- 
Uchkeit liegt im Bereich analoger Methoden, welcfae auf tbenno-chemischer bmnobilisierung 
benihen U.B. Ausbildung einer Amidbindung, Boziiydrid Reduktion). Nebst der Unabhfingi^eit 
von funktionellen Gnippen am Liganden und der UnaUifiQgigkeit von ^iny^flnVCT^ CT Reak- 
tionsbedingungen, sind die Mebrfacfaverwendung antigen*belegter Mikrotlterplatten und die 
einfach durchfiifarbare Kopplung von Proteinen und Nukleinsfiuren von analytiscber und 
verfahrenstechnischer Bedeutung. 

Das Verfafaren atellt erstmals eine anwendbare, erprobte Methode zur Inunobilisiening von 
BiomoiekQlen dar, die bis zur Marktreife entwickelt werden konnte. Bin bedeutender VorteU 
des bescfariebenen Vorgehens ist die Tat88che» dass Diazirine bei frasterglas-gef lltertem 
Tageslicht gehandhabt werden kdnnen. Dire AktMerung erfolgt bei 350 nm mit konamerziell 
erhMtlichen Beleuchtungsgerftten. 

Beispiel einer Anwendung der Zwei-Schritt Immobilisierung 

Das Verfahren soil anhand der Sequenzanalyse eines Hexapeptides dargelegt werden. Stell- 
vertretend ffir biologiscb akdve Peptide die in KOrperfUteifiMten in grosser VerdQmnmg 
vorkommen, wird ein loslicfaes Peptid mit der Aminnsftiiresequenz NH2-Leu-Trp-Met-Arg- 
Phe-Ala-COOH in das Verfahren eingesetzt. Photokt^iphing des Peptides an Diazirin-deri- 
vierte Glasfaserfilter und anschliessende Sequenzanalyse nach Edmann werden beschrieben. 

Herstellung von photoakdvierbaren Glasfaserfiltem 

Glasfaserfilter (z.B. GF/C, Firma Whatman) werden mit wasserfreier Trifluoressigsaure wfih- 
rend 1 Stunde bei Raumtemperatur aktiviert und mit 3-(TriaethoxysilylH>ropylamin umge- 
setzt. Nach Auswaschen des ReagensQberschusses wird die Glasfasermembran bei SO^C (1 
Stunde) behandelt. Der Grad der Belegung mit Aminofunktionen wird analytisch bestinunt. 
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Im Mictel werden 10 bis 15 nMol Aminofunktioneo pro mg Glasfaserfllter nachgewiesen. Die 
chemische Kopplung von 3-(Trinuoroinethyl)-3-(izi*isothiocyanophenyI)di8zirin an aminopropy- 
liertes Glas erfolgt mit einem 10-facben Ueberschuss an Vemetzer. (Zur Herstellung von 
Arylazidglas wird in analoger Weise das aminopropylierte Trdgermaterial mit 4- 
Azidophenylisotliiocyanat umgesetzt). Die Reaiction wird bei 40^*0 in Cyclohexan durdige* 
fOhrt und ist nach 90 Mlnuten beendet. Die derivierten Glasfeserfilter werden ansdiliessend 
durcli Filtration mit organischen LOsungsmitteln gewaschen. 

Photokupplung des Peptides 

Zur Photokupplung wird das Peptid (500 pmol, geldst in 15 /d Wasser) auf den photoakti- 
vierbaren Glasfaserfilter aufgetropft, mit Argon timspfilt und wfihrend 16 Minuten mit gefil- 
tertem Licht einer Quecksilberdampflan4>e (HBO 350, Osram, 200 Watt Ausgangsleistung) 
bestrahlt Die gewfthlte Filtericombination (WG 320 Langpassfilter, Firma Schott; 1 cm 
geaattlgte KupfersulfatlOsung) bewirlct, dass Licht der Wellenlftnge unter 320 nm wirksam 
absorbiert winL Nach der Photokupplung wird der mit dem P^tid belegte Glasfaserfilter 
mit LOsungsmitteln unterscbiedlicher Polarttit gewaschen (NaCl, 1 M; Wasser; Ethanol; 
Chlorofonn; Toluol). 

Sequenzanalyse des, durch Photoaktivierung gekoppelten Peptides 

Zur Sequenzanalyse eignet sich das Ga^hasen-Sequenzverfafaren. Die Kopplungseffizienz, 
gemessen an der Ausbeute der N-tenninalen Aminosfiure betrdgt 10%. Aus Kontrollversu- 
Chen, die mit pbotoaktivierbaren Glasfaserfiltem und Hexapeptid, Jedoch olme Lichtaktivie* 
^'ung durcfagefflfart werden, kann keine Sequenzinformation abgeleitet werden« 
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PATENTANSPROCHE 

1. Verfahren zur lichtinduzierten Immobllisierung von BiomolekOlen (z.B. Eiweiss-stoffen, v 
Nukleinsfluren, Kohlefaydraten, Upiden) zum Zweck einer analjrtisdien, diagnostischen, 
medizinischen und/oder gewerbUchen Verwendung dadurcfa gekennzeidmet, dass Bio- 
molekQlet in monomolefcularen Schichten auf photoaktivierbare Trftgennaterialien dnrch 
Einstrabien von Licht Oder Applikation elektrisdier Energie kovalent gebunden werden. 

2. Verfahren nach Anspnich 1 dadurch gekennzeicfanet> dass EiweissmolekniCi Kohle- 
hydrate oder Nukleins&uren zum Zweck der chemischen Analyse und/oder Strukcorauf- 
klfirung auf photoaktivierbare Trfigermaterialien kovalent gebunden werden. 

3. Verfahren nach Anspnich 1 dadurch gekennzeidmet, dass immunologisdi aktive Mole- 
kfile (z«B. Antlgene, Antikdrper, Haptene) unter Eiiialtung der biologiscben Akcivitflt 
auf photoaktivierbare Trdgermaterialien kovalent gebunden werden* 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 3 dadurch gekennzeichnet, dass biologiscb aktive Mole- 
kOle, insbesondere Enzyme, Rezeptoren, immunologisdi aktive MolekOle zum Zweck der 
Herstellung von Biosensoren photochemiscfa Oder durdi Applikation elektrischer Enger* 
gie immobilisiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass EiweissmolekQle, Lipide 
und/oder Kohlehydrate zwecks Venneidung der Abstossung kflrperfremder Substanzen 
photochemisch auf OberflSchen von bnplantaten kovalent gebunden werden. 

6. Verfahren nach Ansprudi 1 dadurch gdunnzeichnet, dass BiomolekQle, insbesondere 
EiweissmolekOle oder Telle davon, zum Zweck der Herstellung von molekularen Schalt- 
elementen photochemisch oder durcfa Applikation elektrischer Energie immobilisiert 
werden. 
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